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序 論 
機能性ディスペプシアは、国際的な診断基準である Rome 基準 (Table 1) に
おいて、胃及び十二指腸領域から発生する「辛いと感じる食後のもたれ感」、「早
期飽満感」、「心窩部痛」または「心窩部灼熱感」といった自覚症状を呈するが、
内視鏡検査などによっても原因となりうる器質的疾患が特定できない症状を
いう。その期間は「6 ヶ月以上前から症状があり、最近 3 ヶ月間は辛いと感じ
る食後のもたれ感、早期飽満感、心窩部痛及び心窩部灼熱感のうち 1 つ以上の
症状があり、かつその原因となりそうな器質的疾患が確認されない場合」に FD
と診断されると定義されている 1)。FD の病態解明は十分になされていない。し
かしながら、FD 患者において胃運動の低下や胃排出の遅延などの消化管運動
異常が認められることから、消化管運動を亢進させ、消化管機能を改善するこ
とが FD に対する治療法の一つとして期待されている。そのため、症状に応じ
て消化管運動機能改善薬、酸分泌抑制薬、抗うつ薬・抗不安薬などが投薬され
てきたが、これまでに FD を対象とした治療薬はなかった。 
消化管の筋層間神経叢に分布するコリン作動性神経から遊離されたアセチ
ルコリン (ACh) は、消化管平滑筋のムスカリン (主にムスカリン M3) 受容体
に結合し、細胞内情報伝達を介したカルシウムイオンの流入を起こすことによ
って消化管の収縮を誘発する。一方、遊離された ACh は、アセチルコリンエ
ステラーゼ (AChE) によって速やかに分解され、これらの反応のバランスによ
って消化管運動が適切に調節されていると考えられている 2)。したがって、消
化管運動を亢進させるために ACh の分解を抑制することは、FD を治療するう
えで重要であると考えられる。そこで、ゼリア新薬工業株式会社は AChE の阻
害作用に基づいた消化管の運動亢進作用に着目して、選択的かつ強力な作用を
有する化合物の薬効スクリーニングを実施した。その結果、アコチアミド塩酸
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塩水和物 (以下、アコチアミド) を候補化合物として見出し、2000 年よりアコ
チアミドの臨床試験に着手した。その後、2002 年より山之内製薬株式会社 (現
アステラス製薬株式会社) と共同で開発することとなり、第Ⅲ相臨床試験及び
長期投与臨床試験に基づく FD 患者を対象とした有効性及び安全性を確認した。
これらの結果をもって非臨床及び臨床における有効性及び安全性が認められ、
2013 年 3 月に「機能性ディスペプシアにおける食後の膨満感、上腹部膨満感、
早期満腹感の消化器症状」を適応症として世界で初めての製造販売承認を取得
した。 
アコチアミドは、選択的な AChE 阻害作用を有する分子量 541.06 のアミノ
チアゾール誘導体である。薬効薬理試験では、主に AChE 阻害作用、ACh 誘発
胃収縮及び胃運動亢進に対する増強作用、食後期の消化管運動亢進作用、また
は胃運動低下及び胃排出能低下に対する改善作用を、副次的薬理試験としては、
基礎胃液分泌に対する作用を検討した。さらに、安全性薬理試験としては、「安
全性薬理試験ガイドラインについて」平成 13 年 6 月 21 日付医薬審発第 902 号
に準拠したコアバッテリー試験、そのフォローアップ試験及び補足的安全性薬
理試験を実施した。また、薬力学的薬物相互作用試験として、酸分泌抑制薬の
胃酸分泌抑制作用に対する本薬の作用及び本薬の胃運動亢進作用に対する酸
分泌抑制薬の作用を、薬物動態試験としては、放射性標識体及び非標識体を使
用した種々の in vitro 及び in vivo 試験を実施し、一部を除き臨床投与経路であ
る経口投与により評価した。 
アコチアミドの安全性試験は、単回投与毒性試験、反復投与毒性試験、遺伝
毒性試験、がん原性試験、生殖発生毒性試験及び抗原性試験を実施し、ヒトへ
の安全性が懸念されるような安全性上問題となる所見はみられなかった。しか
しながら、ラットにおける 24 ヶ月がん原性試験において、アコチアミドの 600 
mg 経口投与群でのみ、子宮内膜腺癌の有意な増加がみられた。この変化は、
3 
 
用量依存性がないことから薬物に関連した反応ではないと推測されたが、コン
トロール群と比べてアコチアミド群で増加傾向が観察された。したがって、医
薬品としてヒトにおける安全性を十分に担保するには、アコチアミドの子宮内
膜腺癌修飾作用の有無について、さらなる詳細な検討をすることが必要である
と考えた。すなわち、幼若ラットを用いた子宮肥大試験にて、子宮内膜腺癌の
プロモーション作用に重要な役割を果たしていることが知られているエスト
ロジェン様作用を、アコチアミドが有するか否かを検討した。さらに、子宮内
膜腺癌の短期発がんモデルである rasH2 マウス N-Nitroso-N-ethylurea 誘発発が
んモデルを用いて、子宮内膜腺癌が発生するまでの期間とその過程を検証する
と共に、アコチアミドの子宮発がんに対する修飾作用の有無について検討を行
った。 
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Table 1 ROME 基準 
  
過去 12 ヶ月のうち、持続する必要はないが、最低 12 週以上にわたり、以下に
該当する患者。 
1) 持続性あるいは再発性の消化器症状 (上腹部の正中線上の痛みあるいは不
快感) であり、 
2) 当該症状を説明できるような (上部消化管内視鏡検査により確認された) 
器質的疾患がみられず、 
3) 排便により消化器症状が改善されることがなく、排便頻度や便の形状の変
化を伴うものではない (過敏性腸症候群ではない) 。 
ROME III 基準 
機能性ディスペプシア※ 
必須条件 
1. 以下の項目が 1 つ以上あること。 
a. 辛いと感じる食後のもたれ感 
b. 早期飽満感 
c. 心窩部痛 
d. 心窩部灼熱感 
及び 
2. 病状の原因となりそうな器質的疾患 (上部内視鏡検査を含む) が確認さ
れない。 
※6 ヶ月以上前から症状があり、最近 3 ヶ月間は上記の基準を満たしているこ
と。 
症状の定義 
食後もたれ感: 食物がいつまでも胃内に停滞しているような不快感をさす。 
早期飽満感:   食事開始後すぐに食べた量以上の食べ物で胃がいっぱいにな
るように感じて、それ以上食べられなくなる感じをさす。従来
は、「早期満腹」と呼んだが、飽満は食事中に食欲がなくなる
状態をさすので、より適切である。 
心窩部痛:   臍と胸骨下端の間、鎖骨中線によって区切られる領域を心窩部
と定義する。灼熱感は熱感を伴う不快症状をさす。 
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第 1 章 アコチアミドのがん原性試験でみられた子宮内膜腺癌の関連性 
第 1 節 緒言 
医薬品の承認を得るためには、臨床試験 (第 1 相臨床試験、第 2 相臨床試験、
第 3 相臨床試験、長期投与試験及び臨床薬理試験など) において、ヒトにおけ
る薬効及び安全性を証明する必要がある。臨床試験を実施するためには、動物
を用いた安全性試験 (以下、安全性試験) にて候補化合物の無毒性量を確認し、
臨床試験における初回投与量を設定する。これによって、臨床試験における重
篤な副作用の発生を防止すると共に、ヒトでの薬効用量を検証することが可能
となる。 
医薬品開発に必要な安全性試験項目は、International Council for Harmonisation 
of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use (ICH) ガイドライン
にて規定されており、単回投与毒性試験、反復投与毒性試験、遺伝毒性試験、
生殖毒性試験及びがん原性試験などの実施が義務づけられている。その中で、
単回投与毒性試験及び反復投与毒性試験で認められた毒性所見については、死
亡などの重篤な毒性所見を除き、第 1 相臨床試験にて検証することが可能であ
る。しかしながら、がん原性試験で認められた発がんリスクについては、臨床
試験で検証することは不可能である。したがって、動物における各種発がんモ
デルにて、その発がんリスクを検証し、安全性を証明しなければ医薬品として
承認を得られない。アコチアミドにおいても、F344/DuCrj 系ラットを用いた 24
ヶ月がん原性試験を実施するにあたり、13 週間がん原性予備試験の結果より、
溶媒投与 (p.o.)、200 mg/kg/日 (p.o.)、600 mg/kg/日 (p.o.) 及び 2,000 mg/kg/日 
(p.o.) 投与群の 4 群を設定し、アコチアミドの発がんリスクを検討した。その
結果、600 mg/kg/日 (p.o.) 投与群のみで子宮内膜腺癌の統計学的に有意な増加
が確認された。この所見がアコチアミドに関連する所見か否かを特定すること
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は、医薬品としてもまた科学的にも重要であることから、アコチアミドの作用
機序及びラットにおける子宮内膜発がん機序などから多面的な解析を行った。 
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第 2 節 実験材料及び方法 
2.1 使用動物及び飼育条件 
生後 4 週齢の F344DuCrj (Fischer) 系ラットは日本チャールス・リバー社 (神
奈川県厚木市) から購入した。動物は 8 日間の馴化及び検疫期間を経て、雌雄
それぞれ 218 匹を試験に用いた。動物は通常の SPF 飼育環境下、すなわち室温
23±3℃、相対湿度 55±20%、換気回数 20 回/時間、照明時間 12 時間/日 (午前
7 時～午後 7 時) に設定した飼育室内で、アルミ製前面・床ステンレス網目飼
育ケージに 1 匹ずつ収容し、CRF-1 粉末標準飼料 (オリエンタル酵母工業製、
東京都板橋区) 及び水道水を自由に摂取させた。動物は予め体重によって層別
化し、無作為割り付け法により群分けした。 
本研究は「財団法人、食品農医薬品安全性評価センター動物実験に関する指
針」、「医薬品のがん原性試験に関するガイドラインについて」平成 11 年 11 月
1 日医薬審第 1607 号及び「トキシコキネティクス (毒性試験における全身的暴
露の評価) に関するガイダンスについて」平成 8 年 7 月 2 日薬審第 443 号に従
って実施した。試験の実施に際しては、「医薬品の安全性に関する非臨床試験
の実施の基準に関する省令」 (GLP 基準) 平成 9 年 3 月 26 日厚生省令第 21 号
を適用した。 
 
2.2 被験物質 
アコチアミドは化学名 N-{2-[bis(1-methylethyl)amino]ethyl}-2-{[(2-hydroxy- 
4,5-dimethoxyphenyl)carbonyl]amino}-1,3-thiazole-4-carboxamide monohydrochlo- 
ride trihydrate、化学式 C21 H30 N4 O5 S･HCl･3H2O 、分子量 541.06 の Fig. 1 に示す
構造を有する化合物であり、水に溶けにくい白色～淡黄色の結晶または結晶性
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の粉末である。試験には本品の 0.5%メチルセルロース (信越化学工業製) 懸濁
液を調製して使用した。 
なお、アコチアミドは室温保存で 36 ヶ月、0.5%メチルセルロース (0.5% MC)
中では冷蔵庫内保存で 1 週間の安定性が確認されている。 
 
･HCl･3H2O 
Fig. 1 Chemical structure of acotiamide 
 
2.3 試験デザイン 
本試験に先立って実施したがん原性予備試験で、投与限度量である 2,000 
mg/kg/日 (p.o.) で臨床検査パラメータや体重増加に異常がなく、明瞭な標的器
官も認められないことを確認した。そこで、本試験においては 2,000 mg/kg/日 
(p.o.) を高用量とし、低用量をその 10 分の 1 量である 200 mg/kg/日 (p.o.) とし
た。また、中用量はこれら 2 用量の等比中数をとって 600 mg/kg/日 (p.o.) とし
た。これらの群に加え、コントロール群としてアコチアミド懸濁液の調製に用
いた 0.5% MC のみを投与する群を設け、計 4 群とした。 
被験物質はプラスチック製胃ゾンデを用いてラットに強制経口投与した。投
与容量は体重 100 g 当たり 1 mL とし、毎日 1 回 104 週間連続投与した。 
各試験群には、1 群当たり雌雄各 50 匹を、TK 試験には 1 群当たり雌雄各 6
匹を割り当てた。投与期間中、一般状態観察、体重測定、摂餌量測定を行い、
投与 104 週の計画解剖時に血液学検査及び病理学検査を行った。切迫解剖動物
についても可能な限り血液学検査を行い、全例について肉眼観察及び病理組織
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学検査を行った。TK 試験動物については生死の確認を 1 日 1 回、体重測定を
毎週1回及びTK測定時の採血のみを実施し、毒性評価の対象とはしなかった。 
 
2.4 一般状態 
がん原性試験群の全動物について、午前及び午後の 1 日 2 回、一般状態を観
察すると共に生死の確認を行った。生存率は週ごとに、死亡率は 13 週毎に算
出した。また、触診を週 1 回行い、腫瘍性病変の有無を確認した。なお、一般
状態観察は、投与開始後 1 週間までは毎日、それ以降は 1 ヶ月に 1 回の頻度で
投与前及び投与後 1～2 時間 1 日 2 回行った。 
TK 試験群の全動物については毎日 1 回投与時に生死の確認を行った。 
 
2.5 体重及び摂餌量 
全動物について、群分け日から 26 週までは毎週 1 回、その後は投与期間終
了時まで 2 週に 1 回、電子天秤 (メトラー・トレド社製) を用いて体重及び摂
餌量を測定した。また、瀕死及び死亡動物については発見時に、計画解剖動物
については解剖当日まで体重を測定した。 
 
2.6 血液学的検査 
計画解剖時に全生存動物について血液学的検査を実施した。動物を約 16 時
間絶食させ、エーテル麻酔下で開腹し、抗凝固薬 EDTA-2K 入りの採血管 (イ
ンセパック-E、積水化学工業株式会社、東京都) に腹部大動脈から採血して検
査に用いた。なお、がん原性試験群の瀕死動物についても可能な限り採血して
血液学的検査を行った。ヘマトクリット値 (HCT)、ヘモグロビン量 (HGB)、
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赤血球数 (RBC)、平均赤血球容積 (MCV)、平均赤血球血色素量 (MCH)、平均
赤血球血色素濃度 (MCHC)、血小板数 (PLT)、白血球数 (WBC)、白血球百分
率及び網赤血球率を、総合血液学検査装置 ADVIA120 (バイエル社製) で測定
した。 
さらに、EDTA-2K 処理血液を用いて血液塗抹標本を作製し、メイ・グリュ
ンワルド・ギムザ染色を施した。血液塗抹標本は、病理組織学検査で大顆粒リ
ンパ球 (Large Granular Lymphocyte / LGL) 白血病と診断された動物を対象とし
て、主に末梢血における白血化の程度及び異型度に着目し、被験物質投与によ
る白血病細胞の悪性度への影響を検出することを目的として実施した。なお、
観察された異常細胞の診断基準を Table 2 に示した。 
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Table 2 Diagnostic Criteria of Leucocytes Observed in Blood Smears 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a: 異型リンパ球 : 好中球系・リンパ球系細胞の分類基準 (日本血液検査学会) 
http://www.jslh-sc.com/ 
b:  LGL : Paul C. Stromberg, Large Granular Lymphocyte Leukemia, Rat 
Hemopoietic System pp. 194-198. 
 
  
Appeared cell Criteria Gradings 
Atypical lymphocyte 
a
 1. Cytoplasmic enlargement (cell diameter: 16 µm). 
2. Cytoplasmic basophility 
3. Coarse nuclear chromatin. 
Two of 3 findings described above are satisfied. But 
without morphological characteristics of large 
granular lymphocytes. 
Number of cells 
/ 5 fields at high 
magnification 
(×1,000) 
-: 0-2. 
1+: 3-10 
2+: 11-50 
3+: 51 or more 
Large granular 
lymphocyte b 
1. Nuclear notch 
2. Nucleus located eccentrically in the cell. 
3. Distinct, minute, azurophilic granules. 
4. Round to irregular nucleus, many of which 
are uniform. 
5. Cell diameter; 10 to 20 µm 
6. Erythrophagocytosis. 
Cells which satisfy 2 of 3 (No.1-3) findings 
described above or cells morphologically 
identical to these cells. The other 3 findings 
(No. 4–6) are often accompanied 
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2.7 病理学検査 
病理学検査として、肉眼観察、器官重量測定及び病理組織学検査を行った。
計画解剖動物及び瀕死動物は、エーテル麻酔下で採血後、放血により安楽死せ
しめた。死亡動物は発見後ただちに解剖するか、解剖まで冷蔵庫に保存した。 
解剖時に、動物の体表及び開口部などを観察し、腹腔、胸腔、骨盤腔及び頭
蓋腔などの器官・組織を検査した。全ての肉眼異常について、部位、大きさ及
び硬さなどを記録した。TK 試験動物では、瀕死及び死亡動物は発生しなかっ
たことから、解剖時の肉眼観察は行わなかった。 
臓器摘出後、脳、心、肺、肝、腎、精巣、脾、卵巣、副腎、胸腺について器
官重量を測定し、体重比重量 (器官重量/最終体重×100) を算出した。また、
これらの臓器に加えて、皮膚、乳、リンパ節 (腸間膜、下顎)、舌下腺、下顎腺、
胸骨、大腿骨、骨髄 (胸骨、大腿骨)、気管、肺 (気管支を含む)、甲状腺、上皮
小体、舌、食道、胃、十二指腸、空腸、回腸、盲腸、結腸、直腸、膵、膀胱、
精嚢、前立腺、精巣上体、子宮、膣、眼球、ハーダー腺、下垂体、脊髄 (頸髄、
胸髄、腰髄)、骨格筋 (大腿部)、坐骨神経、大動脈及び肉眼的に異常が認めら
れた器官・組織を十分な量の 10%中性緩衝ホルマリン液で固定して保存した。 
全例の上記の器官・組織について、病理組織標本を作製し病理組織学検査を
実施した。すなわち、固定した器官・組織を常法に従ってパラフィン包埋し、
薄切後、ヘマトキシリン・エオジン (HE) 染色を施した。鏡検は、病理システ
ム (LATOX-F/PATHOTOX) を用い、病変の種類及び程度を含む各所見を観察し、
記録した。 
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2.8 TK 試験 
反復投与時のアコチアミドの全身的暴露を評価するため TK 試験を実施し、
投与開始時、13 及び 26 週時に各投与群 3 匹から投与後 0.5 及び 4 時間のヘパ
リン加血を無麻酔下で頸静脈から約 0.6 mL 採取した。撹拌後 12,300 rpm (約 
13,600×g) で 1 分間冷却遠心分離し、得られた血漿を TK 測定用試料とした。
血漿は-80℃にて凍結保存し、輸送する場合は-40℃以下で輸送した。投与 13 週
の血中濃度が異常高値を示した 2,000 mg/kg/日 (p.o.) 投与群の雌 1 例について
は、確認のため投与 15 週の血中濃度も測定した。また、動物は最終採血終了
後に炭酸ガスの吸入により安楽死させた。 
TK 測定は以下の方法で行った。すなわち、測定用血漿に内部標準として 
ID.951551 溶液を加え、Bond Elut SCX カートリッジを用いて前処理し、高速液
体クロマトグラフ法 (以下、HPLC) により血漿中アコチアミドフリー体濃度を
測定した。 
HPLC 分析条件 : グラジエント溶出法 
カラム : L-カラム 1.5φ×150 mm，粒子径 5 µm 
 移動相 A : 0.6%リン酸緩衝液 (pH 3.0) /メタノール 70 / 30 
 移動相 B : 0.6%リン酸緩衝液 (pH 3.0) /メタノール 40 / 60 
 分析時間 : 1 分析 25 分 
 カラム温度 : 35℃ 
得られた結果より、アコチアミドフリー体濃度、最高濃度 (Cmax)、最高血
中濃度到達時間 (Tmax) 及び血中濃度－時間曲線下面積 (AUC) を算出し解析
した。 
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2.9 統計解析 
実験結果は、平均±標準偏差 (SD) で示した。各試験群の体重、摂餌量、飼
料効率、血液学的検査値、器官重量及び器官重量/体重比について Bartlett の等
分散検定 3)を実施し、等分散の場合は Dunnett の多重比較検定 4)によってコント
ロール群と各アコチアミド投与群間の有意差を検定した。等分散と認められな
い場合は、Steel の検定 5)を用いてコントロール群と各アコチアミド投与群間の
有意差を検定した。上記測定値の有意水準は 5及び 1%の両側検定で実施した。 
コントロール群と各アコチアミド群との比較は Fisherの正確検定 6)も併せて
実施し、有意水準は両側 5%とした。これに加えて、24 ヶ月がん原性試験では、
コントロール群と各アコチアミド群の生存率の比較に Log-rank検定 7)を実施し
た。腫瘍発生率の用量反応関係については Peto 検定 8)を行った。有意水準は片
側 5%とした。 
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第 3 節 結果 
3.1 一般状態 
24 ヶ月までの死亡率の推移を Table 3 に示した。なお、事故死したアコチア
ミド 2,000 mg/kg/日 (p.o.) 投与群の雄 1 例については対象外とした。コントロ
ール群と各アコチアミド群の間で雌雄とも死亡率に差は認められなかった。 
 
Table 3 Mortality rates (%) of 24 months carcinogenicity study of acotiamide in 
rats 
Sex Male  Female 
Dose levels (mg/kg, p.o.) 0* 200 600 2,000  0* 200 600 2,000 
Dose volume (mL/kg) 10 10 10 10  10 10 10 10 
No. of animals/group 50 50 50 50  50 50 50 50 
Period    (Weeks)          
13 0 0 0 0 (49)  0 0 0 0 
26 0 0 0 0 (49)  0 2.0 0 0 
52 0 0 0 0 (49)  0 4.0 0 0 
78 2.0 6.0 0 0 (49)  10.0 4.0 8.0 6.0 
104 18.0 20.0 12.0 20.4 (49)  30.0 34.0 38.0 22.0 
 
*: 0.5w/v% methylcellulose solution. 
( ): Numbers within parenthesis indicate total animals excluding one accidentally dead 
animal. 
 
また、投与の影響と考えられる持続的な一般状態の異常は認められなかった。
発生数の多い所見 (一方の性における 1群の発生率が 10%以上) をTable 4に示
した。投与 52 週以前では、1 群の発生率が 10%以上で持続的な所見は観察され
16 
 
なかった。投与 27 週以降に皮下や腹腔で触知された腫瘤は腫瘍性変化による
ものがほとんどであり、特に投与後 53 週以降に腹腔で蝕知された腫瘤は、Large 
granular lymphocyte (LGL) 白血病罹患による脾臓の腫大が多く観察された。そ
の他の所見としてみられた衰弱、体温低下、立毛及び蒼白は、主に担腫瘍動物
における動物の状態悪化に伴う所見であった。投与 1～2 時間の詳細な観察で
は、縮瞳、流涙、流涎及び紅涙が一過性に認められた。縮瞳は投与 1 週に雌雄
とも用量依存的に観察され、高用量群である 2,000 mg/kg/日 (p.o.) 投与群では
ほとんどの例に発現したが、経時的に発生数の減少がみられた。流涙、流涎及
び紅涙もアコチアミド群で投与 5 週以降に用量に依存的に観察されたが、その
発生は縮瞳に比較して数が少なく散発的であった。 
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Table 4 Results of General observation 
Sex Male  Female 
Dose Levels (mg/kg, p.o.) 0* 200 600 2,000  0* 200 600 2,000 
Period (Weeks)          
1-26 (50) (50) (50) (49)  (50) (48) (50) (50) 
Tissue-mass/abdomen 0 0 0 0  0 1 0 0 
Opacity of eyeball 0 0 0 1  1 0 1 0 
Eye discharge 0 1 0 0  0 1 0 0 
27-52 (50) (50) (50) (49)  (50) (48) (50) (50) 
Tissue-mass/surface 0 0 1 0  0 0 0 0 
Tissue-mass/subcutaneous site 1 0 0 1  1 0 2 0 
Opacity of eyeball 1 0 0 3  2 2 3 1 
Eye discharge 0 1 0 0  2 0 0 0 
53-78 (50) (50) (50) (49)  (50) (48) (50) (50) 
Tissue-mass/surface 1 0 1 0  0 0 0 0 
Tissue-mass/subcutaneous site 4 1 2 1  1 2 5 1 
Tissue-mass/abdomen 0 1 1 0  3 1 4 2 
Opacity of eyeball 2 0 0 5  3 3 4 1 
Eye discharge 1 3 1 0  6 1 4 2 
79-104 (49) (47) (50) (49)  (45) (48) (46) (47) 
Wasting 6 2 3 1  4 5 8 3 
Piloerection 1 0 0 0  3 5 1 1 
Subnormal temperature 0 1 1 2  2 5 2 1 
Pallor (auricle etc.) 4 5 2 4  4 9 8 5 
Tissue-mass/surface 1 1 4 0  0 0 0 0 
Tissue-mass/subcutaneous site 10 9 4 6  5 10 13 7 
Tissue-mass/abdomen 5 6 4 7  9 10 10 6 
Abdominal distention 0 0 0 0  2 0 0 1 
Eye discharge 1 4 3 1  4 6 8 4 
Opacity of eyeball 2 0 2 5  6 3 4 2 
Urogenital hemorrhage 0 0 0 0  5 5 0 4 
 
 
* 
: 0.5w/v% methylcellulose solution. 
( ) : Number of survival animals. 
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3.2 体重及び摂餌量 
平均体重の推移を Fig. 2 及び Fig. 3 に示した。コントロール群と比較して雄
では 200 mg/kg/日 (p.o.) 投与群で投与 1～86 週及び 104 週で、2,000 mg/kg/日 
(p.o.) 投与群で投与 1～104 週まで有意な低値を示した。一方、雌でも同様にコ
ントロール群と比較して 200 mg/kg/日 (p.o.) 投与群において投与 4～50週まで
有意な低値を示したが、投与 51 週には回復した。投与開始時から投与 13、26、
52、78 及び 104 週の各時点までの体重増加量については、雄では 200 及び 2,000 
mg/kg/日 (p.o.) 投与群において、いずれの期間でもコントロール群と比較して
有意な低値を示した。一方、雌では 200 mg/kg/日 (p.o.) 投与群で投与 13 及び
26 週まで有意な低値を示した。しかし、いずれの変化も用量との関連性がない
ことから、体重に対するアコチアミド投与の影響はないと判断した。  
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Fig. 2 Changes of body weight in male rats 
Low increase of body weights were observed in 200 mg/kg, p.o. and 2,000 
mg/kg, p.o. in male rats compared with 0 mg/kg, p.o. without a dose 
dependent manner. 
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Fig. 3 Changes of body weight in female rats 
Low increase of body weight was observed in 200 mg/kg, p.o. in female rats 
compared with 0 mg/kg, p.o. without a dose dependent manner. 
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各期間中の平均総摂餌量の推移を Fig. 4 及び Fig. 5 に示した。コントロール
群と比較して雄では 200 mg/kg/日 (p.o.) 投与群で有意な低値、600 mg/kg/日 
(p.o.) 投与群で有意な高値、雌では 200 mg/kg/日 (p.o.) 投与群で有意な低値、
600 及び 2,000 mg/kg/日 (p.o.) 投与群で有意な高値を示す週が散見された。こ
れらの変化には明確な傾向が認められたが、明らかな用量依存性はなかった。
また、2,000 mg/kg/日 (p.o.) 投与群の雄でもコントロール群と比較して有意な
変動を示す週が散見されたが、同様に用量依存性はなく、アコチアミド投与の
影響ではないと判断した。 
Fig. 4 Mean total amounts of food consumption in male rats 
Decrease of mean total amounts of food consumption in 200 mg/kg, p.o. and 
increase of food consumption in 600 mg/kg, p.o. were observed compared 
with 0 mg/kg, p.o. in male rats without a dose dependent manner. 
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Fig. 5 Mean total amounts of food consumption in female rats 
Decrease of mean total amounts of food consumption in 200 mg/kg, p.o. and 
increase of food consumption in 600 mg/kg, p.o. and 2,000 mg/kg, p.o. were 
observed compared with 0 mg/kg, p.o. in female rats without a dose 
dependent manner. 
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3.3 血液学的検査 
血液学的検査では、コントロール群と比較して 2,000 mg/kg/日 (p.o.) 投与群
の雌で平均赤血球容積が有意な高値を示した。しかし、コントロール群との差
が小さく、ヘマトクリット値、ヘモグロビン量及び赤血球数に差はないことか
ら毒性学的意義は低いと考えられた。2,000 mg/kg/日 (p.o.) 投与群の雄で単球
比率が低値を示したが白血球数に差はなく、コントロール群との差が小さいこ
となどから毒性学的意義は低いと考えられた。その他、600 mg/kg/日 (p.o.) 投
与群の雄で好酸球比率の高値、200 mg/kg/日 (p.o.) 投与群の雌で大型非染色球
比率の高値が認められたが、用量との関連のない変化であった。したがって、
アコチアミド投与による血液学検査パラメータへの影響はないと判断した。 
瀕死動物の血液塗抹標本を用いて、異型リンパ球及び LGL 白血病細胞の異
型度並びに白血化の程度について観察したが、コントロール群とアコチアミド
群の間で雌雄ともに特記すべき差は観察されず、また、瀕死動物の血液学検査
においても特記すべき変化は観察されなかった。 
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3.4 器官重量 
腎臓及び副腎では 2,000 mg/kg/日 (p.o.) 投与群の雌で絶対重量が、雌雄で相対
重量が有意な高値を示した。両器官とも高用量群における発生であったが、コ
ントロール群との差が極めて軽度であることから、毒性学的意義は低いと考え
られた。肝臓では 200 及び 2,000 mg/kg/日 (p.o.) 投与群の雄で絶対重量の有意な
低値が認められたが、相対重量にコントロール群との差がないことから、体重
低値に伴う変化と考えられた。また、脳の相対重量が 200 及び 2,000 mg/kg/日 
(p.o.) 投与群の雄で有意な高値を示したが、同様に体重低値に伴う変化と考えら
れた。その他、200 mg/kg/日 (p.o.) 投与群の雌で胸腺の絶対重量が有意な低値を
示したが、用量との関連がみられない変化であった。 
 
3.5 病理組織学検査 
アコチアミド投与群において増加した非腫瘍性病変としては、剖検時には主
に加齢性変化による種々の変化がみられたが、アコチアミドに関連する変化と
しては、胸椎の結節が雌雄ともに用量依存的に減少していた (Table 5)。これら
の胸椎の結節は外骨性であり、異常所見の減少であることからその毒性学的意
義は低いと考えられた。 
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Table 5 Non-neoplastic Lesions 
Exostosis of thoracic vertebra was observed as non-neoplastic lesion, but this 
observation was considered not toxicological meaningful change. 
 
  
Sex Male  Female 
Dose Levels (mg/kg, p.o.) 0 200 600 2,000  0 200 600 2,000 
No. of animals examined 50 50 50 50  50 50 50 50 
Thoracic vertebra          
Exostosis 4 2 - -  13 2 1 1 
26 
発生腫瘍数及び担腫瘍動物数を Table 6 に示した。コントロール群とアコチアミ
ドの各投与群の間で腫瘍総数、良性腫瘍数及び悪性腫瘍数に差は認められなか
った。 
Table 6 The number of tumors and number of animals bearing tumors 
 Male  Female 
Dose Levels (mg/kg, p.o.) 0 200 600 2,000  0 200 600 2,000 
No. of animals examined 50 50 50 49  50 50 50 50 
No. of benign tumor 117 93 107 96  102 61 55 59 
No. of malignant tumor 16 18 11 17  22 23 22 21 
Total No. of tumor 133 111 118 113  124 84 77 80 
No. of animals bearing benign tumor 50 47 50 48  49 36 36 35 
No. of animals bearing malignant tumor 16 16 10 16  21 50 21 19 
No significant difference was observed in the number of tumors among the groups both 
of benign tumor and malignant tumor. 
 
臓器組織別では、アコチアミド 200 mg/kg/日 (p.o.) 群の雄で膵ランゲルハン
ス氏島の腺腫が有意に減少したが、用量との関連のない変化であった (Table 7)。 
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Table 7 Major Tumors in each organ 
The tumor which found more than three animals at least one treatment group were 
extracted.  
Significantly different from control group : (Fisher’s exact test) : * P<0.05. 
LGL Leukemia: Large granular lymphocytic leukemia. 
 Male  Female 
Dose Levels (mg/kg, p.o.) 0 200 600 2,000  0 200 600 2,000 
No. of animals examined 50 50 50 49  50 50 50 50 
Spleen          
 LGL Leukemia 5 4 2 11  9 10 7 8 
Lung          
 Alveolar/bronchiolar adenoma 3 2 4 2  2 3 3 2 
Liver          
 Hepatocellular adenoma 2 2 3 0  2 2 0 2 
Testis          
 Interstitial cell tumor 43 41 46 41  - - - - 
Pituitary gland          
 Adenoma, pars distalis 18 15 15 20  17 17 17 18 
Thyroid gland          
 C-cell adenoma 16 8 13 9  9 11 10 10 
 C-cell carcinoma 3 2 2 1  0 1 1 4 
Adrenal gland          
 Pheochromocytoma, benign 4 4 4 4  1 1 0 1 
Pancreatic islet          
 Adenoma 18 9* 14 12  1 1 1 2 
Subcutaneous tissue          
 Fibroma 7 3 1 4  0 0 0 2 
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しかし、子宮では腺癌の発生がコントロール群の 1/50 例に対して、アコチア
ミド 200 mg/kg/日 (p.o.) 投与群で 5/50 例、600 mg/kg/日 (p.o.) 投与群では 8/50 
例、2,000 mg/kg/日 (p.o.) 投与群では 5/50 例と、アコチアミド投与群に多く発生
が認められ、600 mg/kg/日 (p.o.) 投与群では統計学的に有意な頻度の増加を示し
た (Table 8)。 
Table 8 Uterine Proliferation Lesion 
Dose Levels (mg/kg, p.o.) 0 200 600 2,000 
No of animals examined 50 50 50 50 
Cystic endometrial hyperplasia 6 14 10 10 
Endometrial hyperplasia 4 7 4 8 
Endometrial adenoma 1 0 1 0 
Endometrial adenocarcinoma 1 5 8* 5 
 
Fisher’s exact test : * P < 0.05. 
 
この値は試験実施施設における試験実施時期の背景値 (2～4％、2002 年～
2005 年:背景例数 300 例中) を上回る高い発生率であった。形態学的に子宮内膜
腺癌は子宮の髄膜面まで浸潤増殖しているものが散見されたが、いずれも子宮
局所に留まり、遠隔転移は認められなかった (Fig. 6)。 
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Fig. 6 Uterine adenocarcinoma which was observed in acotiamide Group 
Tumor cells are infiltrating and proliferating just below the serosa. 
(HE Stain,×40) 
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しかし、この子宮内膜腺癌の増加は用量依存性がなかったことに加えて、子
宮内膜の増殖性変化である子宮内膜嚢胞性過形成、子宮内膜過形成あるいは良
性の子宮内膜腺腫などのいずれの前腫瘍病変の発生頻度にも影響を及ぼさなか
った。これらの結果より、子宮内膜の担腫瘍動物を除くコントロール群及び各
アコチアミド群の雌の全例について、性ホルモンに及ぼすアコチアミドの影響
を検討する目的で、子宮、卵巣、膣、乳腺の病理学的再検査を実施した。その
結果、性周期の状態、乳腺及び子宮内膜の増殖程度、卵巣及び膣粘膜の変化に
はコントロール群と各アコチアミド投与群間に明らかな差は認められず、卵巣
萎縮の発生数についてもコントロール群と各アコチアミド投与群の間に明らか
な差は認められなかった (Table 9)。 
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Table 9 Histopathological finding of uterine, vagina, ovary, and mammary gland 
exclude the animals bearing endometrial tumor 
Dose levels (mg/kg, p.o.) 0 200 600 2,000 
No. of animals examined 48 45 41 45 
Findings Grade No. of animals (%) 
Mammary gland － 8 (17) 9  (20) 7 (17) 9  (20) 
hyperplasia ＋ 28 (58) 24 (53) 32 (78) 32 (71) 
 ＋＋ 9 (19) 11 (24) 1 (2) 4 (9) 
 ＋＋＋ 3 (6) 1 (2) 1 (2) 0 (0) 
 total 40  (83) 36 (80) 34  (83) 36 (80) 
Ovary － 45  (93) 40  (89) 35 (85) 41 (91) 
atrophy ＋ 3  (6) 5  (11) 6  (15) 4 (9) 
Uterine － 16 (33) 21 (47) 15 (37) 13 (29) 
endometrial 
proliferation 
＋ 20 (42) 15 (33) 20 (49) 24 (53) 
 ＋＋ 8 (17) 4 (9) 5 (12) 7 (16) 
 ＋＋＋ 4 (8) 5 (11) 1 (2) 1 (2) 
 total 32 (67) 24 (53) 26 (63) 32 (71) 
Vagina: mucosa squamous 
epithelium 
5  (10) 15  (33) 5  (12) 14  (31) 
 mucosal epithelium 43  (90) 30  (67) 36 (88) 31 (67) 
－ : no change, ＋: mild, ＋＋: moderate, ＋＋＋: severe. 
( ) : Percentage of number of animals which histopathological finding was found / total 
number of animals in each group. 
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3.6 トキシコキネティクス (TK) 試験 
フリー (遊離) 体換算したラット血漿中アコチアミド濃度測定の結果を Table 
10 及び Table 11 に示した。 
 
Table 10 Serum concentrations of free form in male rats 
Male Dose Concentrations (ng/mL) Cmax 
(ng/mL) 
Tmax 
(hour) (mg/kg, p.o.) 0.5 hour 4 hours 
Initiation 200 663.8 ± 125.0 211.6 ± 70.1 663.8 0.5 
600 2647.9 ± 423.0 886.5 ± 597.3 2647.9 0.5 
2,000 3093.7 ± 182.9 2187.6 ± 832.2 3093.7 0.5 
13 week 200 584.3 ± 156.3 609.5 ± 224.1 609.5 4 
600 1370.2 ± 702.1 1195.8 ± 126.4 1370.2 0.5 
2,000 2390.9 ± 1280.2 575.5 ± 60.0 2390.9 0.5 
26 week 200 683.5 ± 389.5 506.3 ± 54.2 683.5 0.5 
600 1196.3 ± 474.1 421.1 ± 97.9 1196.3 0.5 
2,000 2544.4 ± 930.8 1202.6 ± 150.7 2544.4 0.5 
Serum concentrations of acotiamide were increased in a dose dependent manner. 
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Table 11 Serum concentrations of free form in female rats 
Female Dose Concentrations (ng/mL) Cmax 
(ng/mL) 
Tmax 
(hour) (mg/kg, p.o.) 0.5 hour 4 hours 
Initiation 200 480.6 ± 188.8 228.9 ± 88.6 480.6 0.5 
600 1939.9 ± 608.1 838.2 ± 714.8 1939.9 0.5 
2,000 3732.3 ± 685.4 1443.7 ± 623.4 3732.3 0.5 
13 week 200 1028.4 ± 345.9 573.6 ± 248.5 1028.4 0.5 
600 1944.1 ± 199.9 697.9 ± 177.5 1944.1 0.5 
2,000 4274.2 ± 1508.1 9087.0 ± 14810.2 9087.0 4 
15 week* 2,000 3222.7 429.3  
26 week 200 716.7 ± 81.7 257.6 ± 30.2 716.7 0.5 
600 2393.7 ± 1093.1 980.7 ± 497.1 2393.7 0.5 
2,000 5668.8 ± 670.9 1146.9 ± 411.4 5668.8 0.5 
Serum concentrations of acotiamide were increased in a dose dependent manner.  
*
 Retest was conducted at the 15 week, since outlier serum concentration was observed at the 13 
week. 
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第 4節 考察 
 
アコチアミドは、選択的な AChE 阻害作用を介してコリン作動性神経終末で
ACh 量を増加させることで、胃前庭部の運動亢進作用及び胃運動低下改善作用
を示す 9) 10)。アコチアミドを機能性ディスペプシア (以下、FD) 治療薬として開
発するにあたり、非臨床安全性試験の一環としてラット 24 ヶ月がん原性試験を
実施し、アコチアミド 200、600 及び 2,000 mg/kg/日の用量で経口投与した。試
験実施期間を通して、死亡率、体重、摂餌量、飼料効率、血液学的検査及び器
官重量に、アコチアミド投与による影響は認められなかった。一般状態の観察
においてみられた縮瞳、流涎、流涙及び紅涙は、当被験物質が有する AChE 阻
害作用に起因するものと推察された。剖検所見では、全てのアコチアミド投与
群で胸椎における外骨性の結節の減少が認められたが、異常所見の減少であり
増加ではないことから、毒性学的に意義のある変化とは考えられなかった。器
官重量においては毒性学的に有意な値の変動を示した器官はなかった。病理組
織学的検査において、アコチアミド 600 mg/kg/日 (p.o.) 投与群の雌で子宮内膜
腺癌の有意な増加が認められた。 
アコチアミドの安全性試験の一環として実施した遺伝毒性試験のうち、チャ
イニーズハムスター肺由来線維芽細胞 (CHL/IU細胞) を用いた in vitro染色体異
常試験において、染色体の構造異常を有する細胞の増殖傾向が認められた。し
かし、追加試験として実施されたヒト末梢血リンパ球を用いた染色体異常試験、
ラット幹細胞を用いた UDS 試験及びラットの小核試験では、いずれも陰性の結
果が得られた。したがって、アコチアミドは非遺伝毒性物質である 11)と考えら
れた。 
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一般に、エストロジェンは子宮内膜の増殖因子あるいは発がん因子の 1 つと
して知られている 12) 13) 14) 15)。同薬効をもつ他の AChE 阻害薬ではガランタミン
を除いて、その作用強度に係わらず子宮内膜腺癌に対し影響は認められていな
い。ガランタミンによる子宮内膜、頸部 (腺) 癌の発生機序に関しては、「脳内
の ACh 濃度が増加することでドパミンの放出が刺激され、プロラクチン放出が
阻害される。その結果、プロラクチンが低下することでプロゲステロン産生が
抑制され、相対的なエストロゲン優位となるホルモンの不均衡が生じ子宮内膜 
(腺) 癌が誘発された。」16)と考察されている。このことからも、子宮内膜腺癌の
誘発にはホルモン不均衡が重要な要因であり、加えて関連する組織臓器にも影
響を及ぼすことが示されている。しかし、アコチアミドはガランタミンとは異
なり、中枢移行性が低く、脳内濃度はほとんど上昇しないと考えられる。した
がって、脳内作用を介したホルモン不均衡は生じないと考えられる。実際に、
ガランタミンでみられたような各種の毒性所見はアコチアミドには認められて
おらず、病理組織学的検討から乳腺や雌性生殖器においてホルモン不均衡を示
唆する所見は認められていない。 
本剤のマウス長期がん原性試験では何ら発がん作用は認められず、また性腺
や内分泌系にも明らかな影響を及ぼさなかった。さらにラット及びイヌでの毒
性試験においても、性腺や内分泌系に対するアコチアミドの影響は認められな
かった 11)。また、生殖毒性試験として、ラットを用いた受胎能及び着床までの
初期胚発生に関する試験、胚及び胎児発生に関する試験、出生前及び出生後の
発生並びに母体の機能に関する試験でも内分泌や生殖系への影響はみられなか
った 11)。同様に、ウサギを用いた胚及び胎児発生に関する試験においても影響
は観察されなかった。したがって、いずれの毒性試験においてもアコチアミド
投与による性ホルモンへの影響はなく、ラットがん原性試験で認められた子宮
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内膜腺癌はアコチアミドに関連する変化ではないと考えた。近年 F344 ラットを
用いたがん原性試験において子宮内膜腺癌の自然発生が増加する傾向にあり、
Ando らは 1990-1999 年では平均発生率が 3.3% (0～8%) であったのに対して 
2000-2004 年には 12.0% (9～16%) であったと報告している 17)。また、Nyska ら
も F344 ラットを用いた生涯飼育試験 2 試験において、子宮内膜腺癌の発生率が
それぞれ 13.3%及び 24%を示し、National Toxicology Program における背景デー
タも 11%であったと報告している 18)。これらの報告から、2000 年以降の同系統
を用いたラットがん原性試験における子宮内膜腺癌の自然発生率は増加傾向に
あることが明らかであり、本試験で認められた発生率もこの範囲であったと考
えられた。しかしながら、アコチアミド 600 mg/kg/日 (p.o.) 投与群でみられた
ラットの子宮内膜腺癌の発生頻度は実施施設の背景データから逸脱しており、
この点についての明確な説明は困難であると考えられた。 
これらのことより、アコチアミド投与とラットにおける子宮内膜腺癌の発生
頻度上昇との関連性は極めて低いと考えられた。しかしながら、医薬品として
ヒトへのリスクをより慎重に考え、子宮内膜腺癌の発生とアコチアミドとの関
連性に関してさらなる研究が必要と考えられる。そこで、次章においては、エ
ストロジェンが子宮内膜腺癌のプロモーション作用に重要な役割を有すること
から、幼若ラットを用いた子宮肥大試験によりアコチアミドのエストロジェン
様作用について検討することとした。 
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第 2 章 アコチアミドのエストロジェン様作用の検討 
第 1 節 緒言 
アコチアミドは AChE 阻害によって胃運動の低下及び胃からの食物排出遅延
を改善し、FDの自覚症状に効果を示すことからFDを適応症として開発された。
その安全性試験の一環として実施されたラット 24 ヶ月がん原性試験において、
アコチアミドを 200、600 及び 2,000 mg/kg/日の用量で経口投与したところ、病
理組織学的検査において、アコチアミド 600 mg/kg/日 (p.o.) 投与群の雌で子宮
内膜腺癌の有意な増加が認められた 11)。この変化は用量依存性を示さず、前が
ん病変である腺腫や内膜過形成の発生数に対照群との差がなく、また子宮内膜
腺癌罹患例の子宮以外の生殖器系器官並びに内分泌系器官に内分泌異常を示唆
する組織学的変化がないことから、毒性学的に意義のある変化とは考えられな
かった。しかしアコチアミド 600 mg/kg/日 (p.o.) 投与群での子宮内膜腺癌の発
生頻度は、試験実施施設の背景データである自然発生頻度から逸脱していたた
め、医薬品としてのヒトへの使用を考慮し、アコチアミドが子宮内膜に及ぼす
影響をさらに検討することとした。 
エストロゲンは子宮内膜の増殖及び肥大化を促すホルモンである。哺乳類に
おけるエストロゲン様作用物質の検出に用いられる試験方法には、エストロゲ
ン様作用による雌動物の子宮肥大を検出するため、内因性エストロゲンが低下
した状態の雌動物を使用する試験方法が知られている。すなわち、幼若動物を
利用する方法、または子宮を摘出した成熟動物を使用する方法である。本研究
では、幼若ラットを用いる系の有効性を、合成卵胞ホルモンでエストロゲン受
容アゴニストであるエチニルエストラジオール (EE) を用いて確認すると共に、
この系を用いたアコチアミドの子宮増殖に及ぼす影響を検討した。ちなみに、
38 
幼若ラットを用いた子宮肥大試験は、経済協力開発機構 (OECD) 試験ガイドラ
イン 440 において確立されている子宮に及ぼす影響を評価する系としても知ら
れている 19)。  
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第 2 節 実験材料及び方法 
2.1 使用動物及び飼育条件 
生後 16～17 日の Crl:CD (SD) 雌ラットは、日本チャールス・リバー社から購
入した妊娠ラットより入手した。動物は母動物とともに室温 23±3℃、相対湿度
55±20%、照明時間 12 時間/日 (午前 7 時～午後 7 時) に設定した飼育室内で、
ポリカーボネート製飼育ケージに収容し、母動物に保育させた。生後 16～17 日
目に離乳させて粉末飼料 (オリエンタル酵母工業製 CRF-1) 及び水道水を自由
に摂取させた。正常な発育状態にある動物を、体重が偏らないように、1 群 6 匹
に群分けした。 
 
2.2 被験物質 
EE (MP Biomedical, Inc.) は 1 mg を 30 µL のエタノールに溶解させ、コーンオ
イル (和光純薬工業) を加えて希釈し、0.3 及び 0.1 µg/5mL 濃度に調製した。ア
コチアミドは 0.5%MC (和光純薬工業) に懸濁させて試験液とした。 
 
2.3 試験デザイン 
本試験は薬事法施行規則第 43 条「申請資料の信頼性の基準」及び経済協力開
発機構 (OECD) の化学物質の試験に関するガイドライン 440「げっ歯類におけ
る子宮肥大試験」 (2007 年 10 月 16 日採択) に準拠して実施した。アコチアミド
のラット子宮増殖に及ぼす影響を検討するために、完全な視床下部‐下垂体‐
性腺 (HPG) 軸を有し、子宮に対する直接作用に加え HPG 軸に影響する物質に
も反応が高い幼若動物を用い、まず、予備試験として、EE の用量反応性を確認
する目的で、生後 17～18 日齢の Crl:CD (SD) 雌ラットを用いて、EE を 0.1、0.3、
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1.0 及び 3.0 µg/kg の用量で 1 日 1 回、3 日間反復経口投与した。溶媒対象として
コーンオイル (CO) を、アコチアミドが幼若動物に対して一般状態に異常をき
たさない最高用量を確認する目的で、アコチアミド 1,000 mg/kg/日 (p.o.) 投与群
を設定した。本試験では、生後 17～18 日齢の Crl:CD (SD) 雌ラットを用いて、
予備試験において設定したアコチアミド 1,000 mg/kg/日 (p.o.) を最高用量とし
て、200 mg/kg/日 (p.o.) 及び 600 mg/kg/日 (p.o.) を低用量及び中用量として設定
し、1 日 1 回 3 日間反復経口投与した。また、コントロール群として 0.5%MC を、
陽性対象群として十分なエストロゲン様作用が認められたEE 1.0 µg/kg/日 (p.o.) 
を設定し、同様に投与した。 
 
2.4 体重及び摂餌量 
1 日 1 回、投与前にラットの体重を測定すると共に、給餌量及び残餌量を測定
した。 
 
2.5 外観観察及び器官重量 
最終投与の約 24 時間後に、イソフルラン麻酔下で腹部大動脈より採血後、放
血安楽死せしめ外観観察及び器官重量を測定した。 
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2.6 剖検及び子宮重量 
外観及び膣開口を確認した後、子宮、膣、卵巣及び下垂体を摘出した。子宮、
膣及び卵巣をひとつなぎで採取し、子宮間膜、卵巣周囲の脂肪などを可能な限
り取り除いた。卵巣は卵管との接合部分で、膣は膀胱の付け根で、子宮は卵管
をつけた状態で、卵巣、子宮及び膣を切り分けた。子宮重量は、湿重量及び子
宮角の卵管側端を 26G 注射針で穴を開け、湿らせた濾紙で軽く抑えるようにし
て内容物を搾り出した内腔液除外重量を測定した。摘出臓器は 10%中性緩衝ホ
ルマリンに浸漬固定した。 
 
2.7 病理標本作成 
病理標本作製は、子宮及び膣について作製した。子宮は子宮角部を左右各 3
ヶ所ずつ 6 ヶ所、膣は膀胱付け根の直下を切り出し、2 µm 厚のパラフィン切片
を作製した。作製したパラフィン切片は、常法に従い HE 染色を施した。なお、
卵巣及び下垂体については、アコチアミド投与群の子宮及び膣に変化が認めら
れなかったため、病理標本作製は実施しなかった。 
 
2.8 Proliferating cell nuclear antigen (PCNA)免疫染色 
4 µm 厚のパラフィン切片を作製し、脱パラフィン後、クエン酸緩衝液により
賦活処理を行った。その後、0.3%過酸化水素含有メタノール溶液を用いて内因
性 peroxidase を除去し、1%スキムミルクリン酸緩衝生理食塩液でブロッキング
操作を行った。この切片に一次抗体 Monoclonal Mouse Anti-Prolifera- 
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ting Cell Nuclear Antigen Clone PC10 (1:6000、DakoCytomation) を室温で 2 時間、
二次抗体ヒストファインシンプルステイン MAX-PO (MULTI) (株式会社ニチレ
イバイオサイエンス) を室温で 30 分反応させた後、発色操作 (Dako Liquid DAB 
+ Substrate Chromogen System、Dako) を 30 秒行った。核染色は、カラットヘマ
トキシリンにて行った。 
 
2.9 病理組織学的検査 
子宮及び膣の HE 染色標本について、病理組織学的検査を実施した。なお、
EE の用量反応性試験では、病理組織学的検査は実施しなかった。 
 
2.10 PCNA 陽性細胞数の測定 
PCNA 免疫染色標本は、各個体左右各 3 ヶ所、計 6 ヶ所の子宮角横断面を観
察した。子宮内腔上皮の核数及びPCNA陽性核数をそれぞれ顕微鏡下で測定し、
全核数あたりのPCNA陽性核数を陽性細胞発現率 (%) として以下の式より算出
した。 
PCNA 陽性細胞発現率 (%) = (PCNA 陽性核数/子宮内腔細胞の全核数) × 100 
なお、EE の用量反応性試験では PCNA 陽性細胞数の測定は行わなかった。 
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2.11 統計解析 
実験結果は、平均±標準偏差で示した。統計処理は、SAS 非臨床パッケージ 
(SAS System version 8.2, SAS Institute Inc.) を使用した。体重については Steel 検
定または Dunnett の多重比較検定を使用し、子宮重量ついては Aspin-Welch 検定
を、PCNA 染色による細胞増殖活性については Student の t-検定を実施した。有
意水準はいずれも p < 0.05、p < 0.01 及び p < 0.001 を設定した。 
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第 3 節 結果 
3.1 体重及び摂餌量 
予備試験における体重の推移及び摂餌量を Table 12 に示した。いずれも、EE
群は CO 群とほぼ同様の推移を示した。 
 
Table 12 Body weight and food consumption in positive control study 
Dosing 
Day 
Corn oil 
Ethinyl estradiol (µg/kg, p.o.) 
Acotiamide 
(mg/kg, p.o.) 
0.1 0.3 1.0 3.0 1,000 
Body weight (g) Mean ± SD of six rats 
1 33.2±3.1 32.8±2.9 32.1±2.8 31.3±1.8 33.2±3.4 31.8±2.5 
2 36.3±3.6 36.1±3.0 35.9±2.3 34.9±3.3 37.3±3.2 35.3±2.4 
3 41.4±3.5 41.4±3.2 41.2±2.5 39.8±3.0 43.1±3.1 41.3±2.3 
final 46.5±3.4 46.0±3.2 46.3±2.9 44.9±3.0 48.0±3.1 47.3±2.1 
Food consumption (g /day/ animal) 
1-2 3.10 2.92 3.65 0.43 2.42 2.88 
2-3 5.02 5.10 4.80 4.82 5.80 5.63 
3-final 6.85 6.43 6.55 6.00 6.45 7.10 
No significant difference was observed in body weight and food consumption. 
 
 
子宮肥大試験における体重の推移及び摂餌量を Table 13 に示した。アコチア
ミド群では、最高用量である 1,000 mg/kg/日 (p.o.) 投与群で投与 1～3 日目に有
意な体重の増加抑制が認められたが、最終日では明らかな差は認められなかっ
た。アコチアミド 200 及び 600 mg/kg/日 (p.o.) 投与群では変化は認められなか
った。また、アコチアミド群において、摂餌量の変化は認められなかった。 
45 
 
Table 13 Body weight and food consumption in the main study 
Dosing 
Day 
0.5 w/v% 
Methyl Cellulose 
Acotiamide (mg/kg, p.o.) 
Ethinyl 
estradiol 
(µg/kg, p.o.) 
200 600 1,000 1.0 
Body weight (g) Mean ± SD of six rats 
1 32.3±0.5 31.0±1.6 31.9±1.9 30.5±0.5* 31.5±1.6 
2 35.2±1.3 34.2±2.0 34.1±2.5 31.8±0.9## 35.1±1.7 
3 41.1±1.1 40.0±2.2 39.3±2.3 37.2±0.8## 40.5±2.4 
final 46.2±1.3 45.1±2.8 45.3±2.5 43.2±1.1 44.7±2.6 
Food consumption (g /day/ animal) 
1-2 3.52 2.20 3.07 1.63 3.30 
2-3 5.93 5.55 5.60 4.77 5.43 
3-final 7.15 6.87 6.77 6.62 5.97 
 
*  p<0.05 vs. 0.5 w/v% MC, Steel’s test two-sided. 
## p<0.01 vs. 0.5 w/v% MC, Dunnett multiple comparison test two-sided. 
 
3.2 外観観察及び器官重量 
予備試験では、全ての動物に外観及び膣開口部の異常は認められなかった。 
子宮重量の結果を Fig. 7に示した。湿重量における絶対重量は、CO群で 38.5±6.5 
mg、EE 0.1、0.3、1.0 及び 3.0 µg/kg/日 (p.o.) 投与群でそれぞれ 38.9±4.9、58.9±9.1、
137.5±26.1 及び 164.3±47.1 mg であった。また、相対重量は、CO 群で 83.8±16.5 
mg%、EE 0.1、0.3、1.0 及び 3.0 µg/kg/日 (p.o.) 投与群でそれぞれ 84.8±11.5、
127.3±20.5、308.5±65.3 及び 339.7±78.9 mg%であり、EE 0.3 µg/kg/日 (p.o.) 以
上で用量に伴う子宮重量の有意な増加が認められた。 
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内腔液を取り出した後の重量における絶対重量は、CO 群で 35.3±6.2 mg、EE 
0.1、0.3、1.0 及び 3.0 µg/kg/日 (p.o.) 投与群でそれぞれ 35.5±5.2、55.4±8.8、
112.7±11.9 及び 128.3±23.6 mg であった。また、相対重量は、CO 群で 76.8±15.6 
mg%、EE 0.1、0.3、1.0 及び 3.0 µg/kg/日 (p.o.) 投与群でそれぞれ 77.3±11.8、
119.7±19.5、252.2±32.4 及び 266.0±35.1 mg%であり、EE 0.3 µg/kg/日 (p.o.) 以
上で用量に伴う子宮重量の有意な増加が認められた。 
 
Fig. 7 Uterine Weights in the baseline positive control study 
Each point, column and vertical bar represents the mean±SD of six rats. 
All test articles were administered by gavage. 
CO: Corn oil, A: Acotiamide, EE: Ethinyl estradiol. 
* p<0.05 vs. CO (vehicle group): Steel two-sided test.  
# p<0.05, ### p<0.001 vs. Corn oil (vehicle group): Dunnett multiple 
comparison two-sided test. 
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一方、アコチアミド群の子宮の湿重量における絶対重量は 39.2±6.6 mg、相
対重量は 82.6±10.9 mg%であった。また、内腔液を取り出した後の子宮の重量
における絶対重量は 36.3±6.2 mg、相対重量は 76.4±10.5 mg%であり、CO 群と
比較して子宮重量の増加は認められなかった。 
子宮肥大試験では、全ての動物に外観及び膣開口部の異常は認められなかっ
た。子宮重量の結果を Fig. 8 に示した。湿重量における絶対重量は、コントロー
ル群で 35.2±3.0 mg、アコチアミド 200、600 及び 1,000 mg/kg/日 (p.o.) 投与群
でそれぞれ 32.3±1.5、34.7±3.1 及び 31.3±2.2 mg、相対重量は、コントロール
群で 76.2±7.0 mg%、アコチアミド 200、600 及び 1,000 mg/kg/日 (p.o.) 投与群で
それぞれ 71.7±6.3、76.6±5.7 及び 72.1±5.7 mg%であり、アコチアミド群でコ
ントロール群と比較して子宮重量の明らかな増加は認められなかった。 
内腔液を取り出した後の重量における絶対重量は、コントロール群で 32.2±
2.7 mg、アコチアミド 200、600 及び 1,000 mg/kg/日 (p.o.) 投与群でそれぞれ 29.6
±1.5、31.7±3.2 及び 28.7±2.4 mg、相対重量は、コントロール群で 69.7±6.2 mg%。
アコチアミド 200、600 及び 1,000 mg/kg/日 (p.o.) 投与群でそれぞれ 65.8±6.3、
69.8±4.4 及び 66.1±6.0 mg%であり、アコチアミド群はコントロール群と比較し
て子宮重量の明らかな増加は認められなかった。 
一方、陽性対照群である EE 群の湿重量における絶対重量は 140.1±25.6 mg、
相対重量は 313.4±56.6 mg%、内腔液を取り出した後の重量における絶対重量は
120.5±19.6 mg、相対重量は 269.8±44.1 mg%であり、いずれの子宮重量にも有
意な増加が認められた。 
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Fig. 8 Uterine weight in the main study 
Each point, column and vertical bar represents the mean±SD of six rats. 
All test articles were administered by gavage. 
Co: Corn oil, A: Acotiamide, EE: Ethinyl estradiol. 
*** p<0.001 vs. 0.5 w/v% MC：Aspin-Welch test. 
 
3.3  病理組織学評価 
子宮及び膣の病理組織学的観察の結果をTable 14、Fig. 9及びFig. 10に示した。
アコチアミド群では、子宮・膣共に異常所見は観察されなかった。一方、EE 群
では、子宮内膜上皮の肥厚、膣では粘膜上皮の重層扁平上皮化が認められた。 
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Table 14 Histopathological examination in uterus and vagina 
Score : － ; normal, + ; slight, ++ ; moderate, +++ ; severe. 
EE : Ethinyl estradiol. 
* : One vagina was lost in necropsy. 
MC : Methyl cellulose. 
 
子宮の PCNA 陽性細胞数の結果を Fig. 11 及び Fig. 12 に示した。PCNA 陽性細
胞発現率 (%) は、コントロール群、アコチアミド 200、600 及び 1,000 mg/kg/
日 (p.o.) 投与群でそれぞれ 6.4±0.9、4.5±1.4、4.9±2.2 及び 3.9±1.2 であり、
アコチアミド群ではいずれの投与量においてもコントロール群と差は認められ
なかった。一方、EE 群 (46.6±2.5) は、溶媒対照群 (6.4±0.9) の約 7 倍の増加
が認められた。 
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Fig. 9 Hematoxylin-eosin staining of uterus  
No histopathological findings were observed in 200 mg/kg/day (p.o.) group 
(upper left), 600 mg/kg/day (p.o.) group (upper middle) and 1,000 mg/kg/day 
(p.o.) group (upper right) of acotiamide-HH. No histopathological findings were 
observed in 0.5 w/v% MC group (lower left). Hypertrophy of endometrium was 
observed in 1.0 µg/kg EE group (lower right). (x200) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 10 Hematoxylin-eosin staining of vagina 
No histopathological findings were observed in 200 mg/kg/day (p.o.) group 
(upper left), 600 mg/kg/day (p.o.) group (upper middle) and 1,000 mg/kg/day 
(p.o.) group (upper right) of acotiamide-HH. No histopathological findings 
were observed in 0.5 w/v% MC group (lower left). Hyperkeratosis of vaginal 
epithelial cell was observed in 1.0 µg/kg EE (p.o.) group (lower right). 
(x200) 
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Fig. 11 Cell proliferation activity by PCNA staining 
Each point, column and vertical bar represents the mean±SD of six rats. 
All test articles were administered by gavage. 
A: Acotiamide, EE: Ethinyl estradiol.  
*** p<0.001 vs. 0.5 w/v% MC: Student-t test. 
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Fig. 12 Immunostaining using PCNA antibody of uterus 
No number of PCNA positive cell were increased in 200 mg/kg group (left), 
600 mg/kg group (middle left) and 1,000 mg/kg group (center) of 
acotiamide-HH groups compared with 0.5 w/v% MC group (middle right). No 
histopathological abnormalities were found in these groups. Hypertrophy of 
endometrium with increasing the number of PCNA positive cell were observed 
in 1.0 µg/kg EE group (right). (x200) 
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第 4 節 考察 
ラットを用いた 24 ヶ月がん原性試験において、中用量であるアコチアミド
600 mg/kg/日 (p.o.) 投与群の雌にみられた子宮内膜腺癌の有意な増加は、用量依
存性がみられず、子宮内膜腺癌に関連するような前がん病変も観察されなかっ
た。これらの結果からアコチアミドは催腫瘍活性を有していないと考えられた
が、試験実施機関の背景データから逸脱していたことから、さらなる検討が必
要と考えられた。子宮内膜腺癌の発生には、性ホルモン環境のバランスが関与
していると考えられていることから、アコチアミドがエストロゲン様作用を有
しているかを再確認する目的で、幼若ラットを用いた子宮肥大試験を実施した。
子宮肥大試験は OECD ガイドライン 440「げっ歯類における子宮肥大試験」に
準拠した 19)。すなわち、離乳可能な生後 18 日から卵巣が機能を開始する生後 27
日ごろまでの幼若ラットを使用し、投与期間は 3 日間とした。幼若動物では、
内因性のエストロゲンが著しく低いが、個体は完全な視床下部－下垂体－性腺 
(HPG) 軸を有しているため、幼若動物を用いた系は子宮に対する直接作用に加
え、HPG 軸に影響する物質にも反応性の高い評価系であると考えられている。
さらに、幼若ラット評価系は卵巣を摘出しない正常動物を用いることから、動
物に侵襲を与えないうえに、手術、術後管理、卵巣が完全に除去されているこ
となどを確認する検査が不要になるなどのメリットがある。 
幼若動物法によるアコチアミドの評価に先立ち、陽性対照物質である EE 投与
による試験系の確認試験を実施した。その結果、EE 0.1～3.0 µg/kg を 1 日 1 回、
3 日間反復経口投与したところ、用量依存的に子宮重量の増加が確認され、EE 0.3 
µg/kg/日 (p.o.) 群から有意差が認められたことから、検出感度は十分であり試験
系の有効性に問題はないことが確認できた。 
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この試験系を用いてアコチアミドの子宮重量、子宮及び膣の病理組織学的検
査、PCNA を用いた子宮の増殖活性能に及ぼす影響ついて評価したところ、いず
れも溶媒対照群とほぼ同等の結果を示し、アコチアミド投与による子宮への影
響は認められなかった。本評価系は前述したように、エストロゲン様作用を有
する物質の検出に高い感度を示す系であり、完全な視床下部－下垂体－性腺 
(HPG) 軸を有する幼若動物を使用しており、HPG 軸に影響する物質の検出も可
能であることを考慮すると、アコチアミドは子宮に対する直接的な増殖活性作
用や HPG 軸における内分泌異常誘発作用を有していないと考えられた。 
次章では、International Conference on Harmonisation of Technical Requirements 
for Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH) ガイドラインでも認めら
れている rasH2 マウスを用いた N-Nitroso-N-ethylurea 誘発子宮発がんモデルによ
り、さらなるアコチアミドの子宮発がんに対する修飾作用を検証することとし
た。 
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第 3 章 N-Nitroso-N-ethylurea 誘発子宮発がんモデルにおける子宮内膜腺癌修
飾作用の検討 
第 1 節 緒言 
第 1 章で実施したラット 24 ヶ月がん原性試験で、アコチアミド 600 mg/kg/日 
(p.o.) 投与群の雌に子宮内膜腺癌の有意な増加がみられたが、この増加には用量
依存性がないこと、腺腫や内膜過形成の発生数にコントロール群と比較して差
がないこと、また子宮内膜腺癌を発症した動物において、子宮以外の生殖器系
器官及び内分泌系器官に異常が認められなかったことなどから、これは毒性学
的に意義のある変化とは考えられなかった。アコチアミドの発がんに関する安
全性は、マウスなどを使用した他の実験からも確認されている 11)。しかし、ヒ
トへの臨床使用を考慮して、より深く安全性を検討することを目的に、第 2 章
ではアコチアミドが子宮内膜腺癌のプロモーション作用に重要なエストロゲン
様作用を有するかを、幼若ラットにおける子宮増殖試験において検証した。そ
の結果、陽性対照群である EE 投与群で観察された幼若ラットの子宮重量の増加、
子宮内膜上皮の肥大及び膣粘膜の重層扁平化は、アコチアミド投与群ではみら
れずコントロール群とはほぼ同等であった。したがって、アコチアミドは直接
的な子宮内膜増殖作用を有していないことが示唆された。 
次に、rasH2 マウスを用いて、アコチアミドが子宮内膜腺癌の発生を修飾する
可能性の有無をさらに精査した。本試験に用いた rasH2 マウスは、ヒト由来のプ
ロト型がん遺伝子 c-Ha-ras を導入したマウスであり、ヒトにおける催腫瘍性を
短期間に安定して誘発する系として開発された 20) 。このマウスに
N-Nitroso-N-ethylurea (ENU) を 1 回腹腔内投与することにより、子宮内膜腺癌を
高率に発生させる系、すなわち rasH2 マウスの ENU 誘発子宮がんモデルを使用
56 
した 26 週間経口投与試験 21)を用いて、アコチアミドが ENU 誘発子宮発がんを
修飾するか否かを検討した。 
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第 2節 実験材料及び方法 
2.1 使用動物及び飼育条件 
6 週齢の雌 CByB6F1-Tg (HRAS) 2Jic (rasH2) 野生型マウスは日本クレア株式
会社から購入し、8 日間の予備飼育の後に試験に用いた。6 週齢の雌 CByB6F1-Tg 
(HRAS) 2Jic (rasH2) マウスも野生型マウスと同様に日本クレア株式会社から購
入し、4 週間の予備飼育の後に試験に用いた。動物は室温 22±3℃、相対湿度 
55±15%、換気回数 10 回以上/時間、照明時間 12 時間/日 (午前 7 時～午後 7 時) 
に設定した飼育室内で、プラスチック製ケージ内に 1 匹ずつ収容し、固形飼料 
(オリエンタル酵母工業製 CRF-1) 及び水道水を自由に摂取させた。 
 
2.2 被験物質及び起始物質 
アコチアミドは 0.5% MC (信越化学工業製) 水溶液に懸濁してマウスに投与
した。起始物質として使用した ENU 化学式 C3H7N3O2は、分子量 117.11 の淡黄
色粉末である。ENU は Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA) より購入
し、冷凍保管庫に保管した。ENU 投与液は、EN 600 mg に局方生理食塩液 60 mL
を加えて用事調製し、調製後は速やかに使用した。 
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2.3 2 週間用量設定試験 
アコチアミドの投与可能限度量である 2,000 mg/kg/日 (p.o.) を高用量とし、ア
コチアミド 600 mg/kg/日 (p.o.) を低用量、0.5%MC 投与群をコントロール群とし
て設定し試験を実施した。雌性 CByB6F1-Tg (HRAS) 2Jic (rasH2) 野生型マウス 
30 匹は、体重を基にした乱塊法により 3 群に群分けした。なお、群分けは ENU
投与の前日に行った。 
ENU は 120 mg/kg の用量で全例に 1 回腹腔内投与し、その 1 週間後から被験
物質を毎日 1 回 2 週間、経口ゾンデを用いて反復強制経口投与した。 
 
2.3.1 一般状態 
全例について一般行動、中毒症状、生死などについて ENU 投与から被験物質
投与開始までは 1 日 1 回午前中に、被験物質投与期間中は投与直後に観察した。
また、原則として午後 4 時以降に 1 日 1 回、生死の確認を実施した。 
 
2.3.2 体重 
体重は、ENU 投与日、ENU 投与 1 及び 3 日後、被験物質投与開始日、被験物
質投与 1、3、5、7 日後及び剖検日に、全例について測定した。 
 
2.3.3 肉眼的病理学検査 
最終の被験物質投与 30 分後に、全例について血液を採取した。採血時間の許
容範囲は±5 分とし、エーテル麻酔下でヘパリン加血を約 1 mL 採取し、採血後
速やかに冷却高速遠心分離 (15,000 rpm) により血漿を採取した。また、血漿は 
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-70℃以下で凍結保存した。腹腔内及び胸腔内の組織･器官の肉眼的観察を全例に
ついて行った。肉眼的異常部位については、摘出後 10%緩衝ホルマリン溶液中
で保存した。 
2.4 26 週間子宮発がん性試験 
群構成は、雌マウス 140 匹を、体重を基にした乱塊法により次表の通り 3 群
に群分けした (Table 15)。なお、群分けは ENU 投与の前日に行った。 
 
Table 15 Animal Groping and Administration 
Satellite: Set the satellite group to confirm the progression time course of endometrial 
adenocarcinoma and to know the appropriate timing of necropsy.  
 
 
サテライト群では、ENU 投与後の子宮内膜腺癌の発生過程を経時的に確認す
る目的で、投与開始 13 週目から 2 週間ごとに 5 匹ずつ剖検後、速やかに病理組
織学的検査を実施し、子宮内膜腺癌の有無を確認した。 
実験開始日に、全例に ENU を 120 mg/kg の用量で 1 回腹腔内投与し、その 1
週後から被験物質を毎日 1 回 26 週間、経口ゾンデを用いて反復強制経口投与し
た。 
 
  
Groups ENU 
Dose of Acotiamide 
Number of animals 
(mg/kg, p.o.) 
Control (0.5%MC) + 0 50 
Acotiamide + 2,000 50 
Satellite + 0 36 
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2.4.1 一般状態 
ENU 投与後 1 日 1 回午前に、一般行動、中毒症状及び生死などについて全例
について観察した。被験物質投与開始後の観察は、投与前及び投与後に実施し
た。また、動物の生死確認は午後 (原則として午後 4 時以降) に実施した。飼育
期間中に死亡動物及び瀕死動物を発見した場合には、速やかに剖検して死因を
究明した。器官、組織及び肉眼的異常部位は、可能な限り 10%緩衝ホルマリン
液にて固定して保存した。 
 
2.4.2 体重 
全動物について、実験開始時及び 12 週までは毎週 1 回、その後は週 2 回、投
与前に電子天秤を用いて体重を測定した。また、計画屠殺時に各動物の剖検日
体重を測定した。 
 
2.4.3 摂餌量 
実験開始後週ごとに、7 日間の摂餌量をケージ単位で測定し、1 匹あたりの 1
日平均摂取量を算出した。 
 
2.4.4 病理学的検査 
最終の被験物質投与の 30 分後に、コントロール群及びアコチアミド群の動物
について、番号の若い順 3 匹から血液を採取した。採血時間の許容範囲は±5 分
とし、エーテル麻酔下で腹大静脈からヘパリン加血を約 1 mL 採取し、採血後速
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やかに冷却高速遠心分離 (15,000 rpm) により血漿を採取した。血漿は-70℃以下
で凍結保存した。各群の残りの動物について剖 1 時間前に、Bromodeoxyuridine 
(Sigma-Aldrich Chemical) を生理食塩液に溶解させて調製したBromodeoxyuridine  
(BrdU) 投与液 5 mg/mL を 10 mL/kg の投与量で腹腔内投与した。剖検時には全
生存動物をエーテル麻酔下にて開腹後大静脈より採血して放血致死させ、以下
の病理学的検査を行った。 
 
2.4.5 肉眼的検査 
エーテル麻酔下にて放血致死させた全生存動物について、全身の諸器官・組
織の肉眼的観察を行った。器官･組織は、心臓、脾臓、リンパ節 (頸部、腸間膜)、
胸腺、下垂体、甲状腺(上皮小体を含む)、副腎、鼻腔、気管、肺 (気管支を含む)、
唾液腺 (顎下腺、舌下腺)、食道、胃 (前胃、腺胃)、小腸 (十二指腸、空腸、回
腸)、大腸 (盲腸、結腸、直腸)、肝臓、胆嚢、膵臓、腎臓、膀胱、卵巣、子宮、
乳腺、膣、脳 (大脳、小脳)、脊髄 (胸部)、坐骨神経、大動脈、眼球、ハーダー
氏腺、皮膚、骨髄 (大腿骨、胸骨)、骨格筋、その他肉眼病変部を摘出し 10%緩
衝ホルマリン液にて保存した。なお、子宮については、耐水性濾紙に貼り付け、
ステンレスステープラで閉じて可能な限りまっすぐになる状態で固定した。 
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2.4.6 器官重量 
全生存動物の子宮及び卵管を含む卵巣について電子天秤を用いて重量を測定
し、剖検時体重から器官重量体重比を算出した。卵巣については左右を個別に
測定し、合算した値を算出した。 
 
2.4.7 病理組織学的検査 
全動物の子宮を左右とも子宮角卵管付着部より約 5 mm 間隔で切り出し、包
埋面が同じにならないようにバイオプシーカセットに入れた。ただし、肉眼的
に腫瘍があり、5 mm 間隔とならない場合については、腫瘍を確実に切り、かつ
できる限り多くの標本が作製できるように切り出した。子宮頸部についても横
断面とした。その後、常法に従い、パラフィン包埋、薄切、HE 染色標本を作製
した。子宮の病理組織学的検査は、横断面を左右の子宮角卵管付着部より子宮
頸部の全域について実施した。BrdU染色は、異型過形成が多くの動物に発生し、
また内膜腺癌も数例に観察されたことから実施しなかった。また、子宮内膜の
増殖性病変の病理組織学的鑑別基準については、以下の通りとした。 
1. 嚢胞性内膜過形成 (Cystic endometrial hyperplasia) : 立方状の上皮細胞より
なる腺腔が嚢胞状となり、多数みられるもの。 
2. 異型過形成 (Atypical hyperplasia) : 異型性を示す腺上皮細胞が間質内ある
いは子宮内腔に向かって増殖するが、内膜固有層に限局し筋層内にはみられ
ないもの。 
3. 内膜腺癌 (Adenocarcinoma) : 異型性を示す腺上皮細胞の増殖が内膜固有層
だけではなく、筋層内にも入り込んでいるもの。 
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2.5 統計解析 
実験結果は、平均±標準偏差で示した。2 週間用量設定試験では、体重の有意
差検定は、コントロール群とアコチアミド群の平均体重について 5%有意水準で
Bartlett 法による等分散検定を行った。等分散の場合はパラメトリックの Dunnett 
法による検定 (両側) を行い、不等分散の場合はノンパラメトリックの Steel 法
による検定 (両側) を行った。また、肉眼的病理学検査における発生頻度の差の
検定については、Fisher の直接確率検定 (両側) を、程度のある病変については
Wilcoxon 検定 (両側) を行った。26 週間子宮発がん性試験では、一般状態を除
く各検査項目について、コントロール群とアコチアミド群との間の統計学的な
有意差検定を行い、危険率 5% (P<0.05) または 1% (P<0.01) のレベルで判定した。
統計学的解析は、コントロール群とアコチアミド群について、体重、摂餌量、
器官重量及び病理組織学的検査における平均値の差の検定は、F 検定の結果、等
分散の場合は両側 Student の t-検定を用い、等分散でない場合には両側 Welch 検
定の方法により行った。また、肉眼的病理学検査及び病理組織学的検査におけ
る発生頻度の差の検定については両側 Fisher の直接確立検定を、病変のスコア
ーについては両側 Wilcoxon 検定を行った。 
 
  
64 
第 3 節 結果 
3.1 2 週間用量設定試験 
3.1.1 一般状態 
投与期間中を通して、いずれの群においても死亡動物はみられず、また、一
般行動、中毒症状などの一般状態に変化はみられなかった。 
 
3.1.2 体重 
投与期間中を通して、コントロール群とアコチアミド群との間に統計学的有
意差はみられなかった。 
 
3.1.3 肉眼的病理学観察 
全例について、腹腔内及び胸腔内の組織及び器官の病理学的観察より得られ
た所見は脾臓の変色域 (1個) であり、コントロール群で 3例、600 mg/kg/日 (p.o.) 
群で 3 例、2,000 mg/kg/日 (p.o.) 投与群で 2 例認められたが、コントロール群と
アコチアミド群との間で発生頻度に統計学的有意差がみられなかったことから、
本所見は被験物質投与による変化ではないと考えられた。 
 
3.2 26 週間子宮発がん性試験 
3.2.1 投与期間の設定 
サテライト群における子宮の病理組織学的な経時変化については、Table 16
に示した。サテライト群の 1 匹は、ENU 注射後 12 週目に一般状態の悪化により
安楽死せしめた。また、ENU 注射後、13、17 及び 21 週目には同様の理由にて
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各 1 匹ずつ安楽死せしめた。前述した安楽死せしめたマウスでは異形子宮内膜
過形成及び嚢胞状子宮内膜過形成が、さらに、21 週目に安楽死せしめたマウス
では血管内皮肉腫が観察された。残りの rasH2 マウスでは、異形子宮内膜過形成
及び嚢胞状子宮内膜過形成が ENU 注射後 13 週目から観察され、異形子宮内膜
過形成は ENU 注射後 21 週目から、嚢胞性子宮内膜過形成は ENU 注射後 17 週
目より全てのマウスにおいて観察された。ENU 投与後の子宮内膜腺癌の発生過
程を経時的に確認する目的で設定したサテライト群においては、軽度から重度
の異形子宮内膜過形成が観察されたが (Fig. 13)、子宮内膜腺癌は観察されなか
った。このことから、rasH2 マウスを用いた子宮発がんモデルにおける剖検日は
26 週目に設定した。その他の所見としては、血管内皮腫及び血管内皮肉腫が観
察された。 
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Table 16 Histopathological findings in satellite group at time course 
 
a : After ENU treatment. 
b : Moribund sacrificed during the study. 
ENU : N-Nitroso-N-ethylurea. 
  
Treatment 
Week at 
Sacrifice a 
No. of 
Animals 
Uterus 
ENU Group 
Dose 
(mg/kg) 
(p.o.) 
Cystic 
endometrial 
hyperplasia 
Atypical 
hyper- 
plasia 
Hemangioma 
Hemangio- 
sarcoma 
+ Satellite 0 
13 4 2(50) 3(75) 0 0 
15 5 4(80) 4(80) 1(20) 2(40) 
17 5 5(100) 4(80) 0 2(40) 
19 5 5(100) 4(80) 0 0 
22 5 5(100) 4(80) 1(20) 1(20) 
23 4 4(100) 4(100) 4(100) 1(25) 
24 4 4(100) 4(100) 0 1(25) 
MS b 4 4(100) 4(100) 0 1(25) 
67 
 
 
Fig. 13 Histopathological findings of uterus in satellite group showing 
endometrial atypical hyperplasia 
A: Slight hyperplasia. 
B: Mild hyperplasia.  
C: Moderate hyperplasia.  
D: Severe hyperplasia. 
(HE stain, x100) 
 
3.2.2 生存率及び一般状態 
死亡動物または瀕死動物は、コントロール群では ENU 注射後 12 週目から、
アコチアミド群では ENU 注射後 8 週目から観察され、コントロール群及びアコ
チアミド群の死亡動物はそれぞれ 19 匹及び 24 匹であった。また、最終日まで
の生存動物数は、コントロール群及びアコチアミド群においてそれぞれ 31 匹及
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び 26 匹であり、その生存率はそれぞれ 62%及び 52%であった (Fig. 14)。生存率
については、僅かにアコチアミド群がコントロール群に比して低かった。 
 
Fig. 14  Survival curbs of N-Nitroso-N-ethylurea induced uterine 
carcinogenicity in rasH2 mouse 
No significant difference between two groups was observed. 
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3.2.3 体重及び摂餌量 
体重及び摂餌量ついては、コントロール群及びアコチアミド群で ENU 投与
26 週目まで良好な増加を示し、両群間において統計学的な差はなかった (Fig. 15 
及び Fig. 16)。 
Fig. 15  Body weight changes of N-Nitroso-N-ethylurea induced uterine 
carcinogenicity in rasH2 mouse 
No significant difference between two groups was observed. 
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Fig. 16 Food consumptions changes of N-Nitroso-N-ethylurea induced uterine 
carcinogenicity in rasH2 mouse 
No significant difference between two groups was observed. 
 
3.2.4 肉眼的検査及び臓器重量 
肉眼観察では、子宮角の肥大がコントロール群及びアコチアミド群において
観察されたが、発生率には両群において差はなかった。さらに、子宮及び卵巣
の絶対重量及び相対重量でもコントロール群及びアコチアミド群において統計
学的な差は認められなかった (Table 17)。 
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Table 17 Organ weights of Ovaries and Uterus 
Mean ± SD, (Relative organ weight). 
There were no significant differences in organ weights of ovaries and uterus between 
control and acotiamide groups. 
 
  
Treatments Dose 
(mg/kg) 
(p.o.) 
No. of 
animals 
Body 
Weight (g) 
Ovaries (g) Uterus (g) 
ENU Groups 
+ Control 0 31 22.59±1.63 
0.02636±0.01379 
(0.11572±0.05561) 
0.3234±0.1159 
(1.4245±0.4376) 
+ Acotiamide 2,000 26 22.48±2.19 
0.02717±0.02326 
(0.11876±0.09678) 
0.3387±0.1444 
(1.4877±0.6069) 
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3.2.5 病理組織学的検査 
子宮の病理組織学的検査結果を Table 18 に示した。両群において、異形子宮
内膜過形成及び嚢胞性子宮内膜過形成が観察され、正常な所見が観察されたマ
ウスは僅かであった。子宮内膜腺癌は各々の群において5匹ずつ観察された (Fig. 
17)。また、子宮内膜間質ポリープは、コントロール群及びアコチアミド群でそ
れぞれ 8 匹及び 9 匹ずつ観察された。その他の所見として、血管内皮腫及び血
管内皮肉腫が観察されたが、統計学的有意差は認められなかった。 
 
Table 18 Histopathological findings of uterus 
Data were analyzed statistically by two-sided Fisher's exact probability tests.  
There were no significant differences in incidence/severity of any findings between the 
control and acotiamide groups. 
Groups Control Acotiamide 
ENU ＋ ＋ 
Dose (mg/kg, p.o.) 0 2,000 
No. of animals 50 50 
Histopathological findings   
Not remarkable changes 3 2 
Endometrial adenocarcinoma 5 5 
Endometrial Atypical hyperplasia 40 43 
Cystic endometrial hyperplasia 39 40 
Endometrial stromal polyp 8 9 
Hemangioma 17 20 
Hemangiosarcoma 4 5 
Congestion 2 0 
Hemorrhage 0 1 
Necrosis, focal 1 0 
Thrombosis 0 1 
Histiocytic sarcoma 0 1 
73 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 17 Histopathological findings in uterus in the main study 
A: Focal endometrial atypical hyperplasia, Control group. 
B: Endometrial adenocarcinoma invaded into muscle layer, Control group. 
C: Endometrial atypical hyperplasia, Acotiamide group. 
D: Endometrial adenocarcinoma with papillary proliferation and invasion into 
muscle layer, Acotiamide group. 
(HE stain, x100) 
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第 4 節 考察 
ENU 誘発 2 段階子宮発がんモデルを用いて、その経時変化を確認すると共に、
アコチアミドの子宮発がんに対する修飾作用の有無を検討した。その結果、ENU
誘発 2 段階子宮発がんモデルにおいて、異形子宮内膜過形成が ENU 投与後 13
週目から 24 週目において観察され、経時的にそのサイズは増大したが、24 週目
までに子宮内膜腺癌は観察されなかった。したがって、今回実施した経時的な
観察結果から、rasH2 マウスを用いた ENU 誘発 2 段階子宮発がんモデルにおい
て安定的に子宮内膜腺癌が観察される試験期間は、少なくとも 26 週が必要であ
ると考えられた。その他に子宮において得られた病理組織学的所見は、嚢胞性
子宮内膜過形成は rasH2 マウスの自然発生性病変として知られているが、子宮内
膜間質ポリープ、血管内皮腫、血管内皮肉腫については、N-methyl-N-Nitrosourea 
により誘発されるとの報告があることから、ENU により誘発された所見である
と考えられた 22)。化学物質の子宮内膜腺癌に関するリスク評価が可能な動物モ
デルとしては、Donryu ラットを用いた N-ethyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine (ENNG) 
誘発子宮発がんモデル及びトランスジェニックマウスを用いた 2 段階子宮発が
んモデルが知られている。Donryu ラットは子宮内膜腺癌を効率に自然発生する
系統であることがよく知られている 23)。それは、子宮内膜腺癌の発生にはエス
トロジェンが重要な役割を果たしていると考えられており、Donryu ラットでは
約 20%が約 5 ヶ月齢において、また約 90%が 10 ヶ月齢において持続発情を示す
ことが高率に子宮内膜腺癌を自然発生する要因であると考えられている 24)。さ
らに、ENNG の経膣投与により、Donryu ラットにおいて高率に子宮内膜腺癌を
誘発できることが報告されている 25)。 
Donryu ラットを用いた子宮発がんモデルの実施を検討したが、子宮発がんを
評価するのに必要な動物数を確保することが困難であったこと、また、ENNG
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の経膣投与は特別な技術が必要なため、安定した結果を得ることが難しいと判
断した。一方、rasH2 マウス及び p53+/-マウスモデルは、2 年間のげっ歯類を用
いたがん原性試験の代わりに実施可能な短期発がんモデルとしてよく知られて
おり、rasH2 マウスは遺伝毒性発がん物質及び非遺伝毒性発がん物質の双方の発
がんリスク評価に使用可能な発がんモデルとして、2003 年の ILSI / HESI ワーク
ショップにて PMDA、EMA 及び FDA に認められた試験系である 26)。一般的に
は、p53+/-マウスモデルは遺伝毒性発がん物質に、rasH2 マウスモデルは非遺伝
毒性発がん物質の発がんリスク評価に使用されている 27)。P53+/-マウスモデルで
は、ENU 投与後に 2.5 ppm の EE を混餌投与することにより子宮内膜腺癌が報告
されている一方で、EE は、rasH2 マウスモデルにおける子宮発がんを抑制する
と報告もされている 28)。アコチアミドは、先に実施した遺伝毒性試験及びラッ
ト子宮肥大試験において遺伝毒性及び性ホルモン環境の不均衡を誘発しないこ
とが確認されている。したがって、アコチアミドの子宮発がんリスクの評価に
は、rasH2 マウスを用いた ENU 誘発 2 段階子宮発がんモデルが適切なモデルで
あると考えた。さらに、試験の精度を高める目的で、各群 50 匹の rasH2 マウス
を使用したが、コントロール群とアコチアミド群の間で、生存率、体重変化、
摂餌量、子宮と卵巣の絶対重量及び相対重量において統計学的有意差はなかっ
た。途中屠殺された動物も含めた病理組織学的検査において、子宮内膜腺癌の
発生率も含め、その他の所見についても、コントロール群とアコチアミド群の
間に統計学的な差は認められなかった。 
以上の結果より、アコチアミドは rasH2 マウスを用いた ENU 誘発 2 段階子宮
発がんモデルにおいて、子宮内膜腺癌率の増加に影響を及ぼさないと考えられ
た。  
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総括及び結論  
アコチアミドは、FD を適応症として世界で初めて承認された医薬品であるが、
ラット 2 年間がん原性試験において、アコチアミド 600 mg/kg/日 (p.o.) 投与群
で、対照群と比して統計学的に有意な子宮内膜腺癌の増加が観察された。この
変化は、用量依存性がなく、関連する前がん病変の増加傾向も観察されなかっ
た。また、遺伝毒性試験において、アコチアミドは遺伝毒性を有しないと結論
付けられており、子宮内膜腺癌の発生に関連が報告されている性ホルモン環境
への影響についても、種々の生殖毒性試験の結果より否定されていた。また、
その当時のラット子宮内膜腺癌の自然発生率は増加傾向にあったとの報告もあ
ることから、アコチアミドに関連した変化ではなく偶発的な変化であると結論
付けた。しかしながら、近年、子宮内膜腺癌は婦人科において最も一般的な悪
性腫瘍の一つであり、その腫瘍形成性には性ホルモンの不均衡が関連している
と報告されている。実際に、婦人における子宮内膜腺癌の発生率は、エストロ
ジェンの処方を受けていない婦人と比べて 4.5 倍であり、エストロジェンが子宮
内膜腺癌の進展に重要であると考えられている。また、アコチアミドのがん原
性試験を実施した当時の施設の背景データを逸脱していたことも事実である。
したがって、アコチアミドの子宮内膜腺癌の修飾作用について、より感度の高
い試験系を用いて詳細に検討することは、安全性上の観点から、また科学的に
も重要であると考えた。 
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第 1 章では、アコチアミドの 600 mg/kg/日 (p.o.) 投与群で認められた子宮内
膜腺癌の統計学的有意な増加について、アコチアミドのラット 24 ヶ月がん原性
試験の結果を示すと共に、この変化が自然発生性であると考えた根拠について
示した。 
1) 対照群とアコチアミド群の間で、死亡率、一般状態、体重変化及び摂餌量に
ついては、毒性学的に意味のある変化は認められなかった。 
2) 血液学的検査では、アコチアミドは血液学的パラメータに明らかな影響を及
ぼさなかった。 
3) 血漿中濃度測定では、アコチアミドの未変化体の血漿中濃度は投与用量と全
ての測定ポイントにおいて高い相関性が認められた。 
4) 臓器重量及び剖検所見では、対照群とアコチアミド群において毒性学的に意
味のある変化は認められなかった。 
5) 病理組織学的検査では、対照群とアコチアミド群において、良性腫瘍及び悪
性腫瘍の総腫瘍数に違いは認められなかった。 
6) 子宮内膜腺癌が、対照群、アコチアミド 200, 600 及び 2,000 mg/kg/日 (p.o.) 投
与群において、50 匹中それぞれ 1、5、8 及び 5 匹ずつ観察された。これは対
照群と比して高い発生率であったが、統計学的有意差のある変化はアコチア
ミド 600 mg/kg/日 (p.o.) 投与群のみであった。また、子宮内膜腺癌の前がん
病変である子宮内膜過形成、子宮内膜腺腫についても、アコチアミドの用量
依存的な増加は認められなかった。 
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7) アコチアミドは遺伝毒性試験及び生殖発生毒性試験において、遺伝毒性は陰
性であり、また性ホルモンに対して影響を及ぼさないことが確認された。さ
らに、アコチアミドは中枢移行性が低く脳内にほとんど認められないことか
ら、脳内の ACh 濃度に影響を及ぼさないと考えられた。したがって、子宮内
膜腺癌の発生機序の一つであるエストロゲン優位となるホルモンの不均衡も
生じないと考えられた。 
 
第 2 章では、アコチアミドの性ホルモン環境に及ぼす直接的な影響を検討す
る目的で、幼若ラットを用いた子宮肥大試験を実施した。 
1) 体重変化及び摂餌量については、有意差は認められなかったが、アコチアミ
ドの 1,000 mg/kg/日 (p.o.) において、対照群と比して体重増加抑制が投与
開始 3 日後まで認められたが、試験最終日までに回復した。 
2) 子宮重量については、絶対重量及び相対重量ともに EE 群では対照群と比し
て有意な子宮重量の増加がみられたが、アコチアミド群では対照群と比して
有意な差は認められなかった。 
3) 病理組織学的検査では、EE 群では、子宮において子宮内膜の肥厚が、膣にお
いては扁平上皮における過角化がみられたが、アコチアミド群ではそのよう
な変化は認められなかった。 
4) 子宮内膜上皮における平均 PCNA 陽性細胞数では、EE 群はコントロール群
に比して 7 倍であったが、アコチアミド 200、600 及び 1,000 mg/kg/日 (p.o.) 投
与群との間では明らかな差は認められなかった。 
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第 3 章では、rasH2 マウスを用いた ENU 誘発子宮発がん試験を実施し、アコ
チミドの子宮発がんに対する修飾作用の有無及び ENUにより誘発される子宮病
変の経時的変化を検討した。 
1) 嚢胞性子宮内膜過形成が ENU 投与後 13 週目より、17 週目では全ての動物に
おいて観察された。また、異形子宮内膜過形成が ENU 投与後 21 週目より観
察され、軽度から重度の子宮内膜過形成は観察されたものの、子宮内膜腺癌
は観察されなかった。その他の腫瘍病変としては、血管内皮腫及び血管内皮
肉腫が観察された。 
2) 死亡動物または一般状態の悪化した動物は、コントロール群では ENU 投与
12 週目から、アコチアミド群では ENU 投与 8 週目から観察され、死亡動物
は試験期間を通してコントロール群で 19匹、アコチアミド群で 24匹であり、
生存率はそれぞれ 62%及び 52%であった。 
3) 体重変化及び摂餌量については、試験期間を通して有意な差は認められなか
った。 
4) 肉眼所見としては、両群において子宮角の肥大が観察されたが、有意な差は
認められなかった。また子宮及び卵巣の絶対重量及び相対重量においても有
意な差は認められなかった。 
5) 子宮の病理組織学的検査では、異形子宮内膜過形成及び嚢胞性子宮内膜過形
成が両群ともに観察された。また、子宮内膜腺癌はコントロール群及びアコ
チアミド群でそれぞれ 5 例ずつ認められた。 
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6) その他の腫瘍性病変としては、血管内皮腫及び血管内皮肉腫が観察されたが、
コントロール群及びアコチアミド群において有意な差は認められなかった。 
 
アコチアミドは遺伝毒性試験において遺伝毒性は陰性であり、生殖毒性試験
においても性ホルモン環境に影響を及ぼさないとの試験結果が得られている。
しかしながら、ヒトの子宮内膜腺癌の発生には、性ホルモンが重要な役割を果
たしていることが知られている。したがって、アコチアミドのエストロジェン
様作用を、より高感度な試験系を用いた検証は重要であると考え、幼若ラット
を用いた子宮肥大試験を実施した。その結果、アコチアミドは子宮増殖作用を
示さなかったことから、アコチアミドはエストロジェン様作用を有しないこと
が確認された。また、子宮内膜腺癌の検出に有用な rasH2 マウスを用いた ENU
誘発子宮発がんモデルを用いて、アコチアミドの子宮内膜腺癌修飾作用を検討
した。rasH2 マウスを用いた ENU 誘発子宮発癌モデルにおいて、経時的な子宮
増殖病変を病理組織学的に観察した報告は少ないことから、子宮内膜腺癌の発
生過程についても病理組織学的に検討した。その結果、子宮内膜腺癌の発生過
程及び 26 週間が試験期間として適切であること確認できたことは、科学的にも
非常に意義がある。また、今回の試験において、試験精度を高める目的で１群
50 匹の rasH2 マウスを用いて検証したところ、子宮内膜腺癌はコントロール群
で 50 匹中 5 匹、アコチアミド群においても同様に 50 匹中 5 匹であった。した
がって、アコチアミドは子宮内膜腺癌の発生に影響を及ぼさないことが確認さ
れた。 
以上の結果より、ラット 24 ヵ月がん原性試験において観察されたアコチアミ
ド 600 mg/kg/日 (p.o.) 投与群における子宮内膜腺癌の統計学的有意な増加は、
アコチアミドの直接的な作用によるものではなく、アコチアミドは子宮内膜腺
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癌の発生に影響を及ぼさないことが検証された。したがって、アコチアミドが
ヒトの FD 治療薬として安全に使用できる薬剤であることを、動物を用いた非臨
床試験において明らかにすることができた。  
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略号一覧 
略号 
省略していない表現 
英語 日本語 
ACh acetylcholine アセチルコリン 
AChE acetylcholinesterase 
アセチルコリン 
エステラーゼ 
AUC 
area under the plasma concentration-time 
curve 
血中濃度－時間曲線下面積 
BrdU Bromodeoxyuridine ブロモデオキシウリジン 
CHL Chinese hamster lung  チャイニーズハムスター肺由来細胞 
Cmax maximum concentration 最高血漿中濃度 
EDTA ethylenediaminetetraacetic acid エチレンジアミン四酢酸 
EE Ethinylestradiol エチニルエストラジオール 
EMA European Medicines Agency 欧州医薬品庁 
ENNG N-ethyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidine 
N-メチル-N'-ニトロ-N-ニトロソグア
ニジン 
ENU N-Nitroso-N-ethylurea N-ニトロソ-N-エチルウレア 
FD Functional Dispeptia 機能性ディスペプシア 
FDA Food and Drug Administration アメリカ食品医薬品局 
H.E. hematoxylin and eosin ヘマトキシリン・エオジン 
HCT hematocrit ヘマトクリット 
HGB hemoglobin ヘモグロビン 
HPG Hypothalamic - pituitary - gonadal 視床下部‐下垂体‐性腺 
HPLC high performance liquid chromatography 高速液体クロマトグラフ法 
ILSI/ 
HESI 
International Life Sciences 
Institute/Health and Environmental 
Sciences Institute 
国際生命科学研究機構 
LGL Large Granular Lymphocyte 大顆粒リンパ球 
m3 muscaline 3 ムスカリン 3 
MC Methylcellulose メチルセルロース 
MCH Mean corpuscular hemoglobin 平均赤血球血色素量 
MCHC 
Mean corpuscular hemoglobin 
concentration 
平均赤血球血色素濃度 
MCV Mean corpuscular volume 平均赤血球容積 
NTP National Toxicology Program 米国国家毒性プログラム 
OECD 
Organisation for Economic Co-operation 
and Development 
経済協力開発機構 
PCNA proliferating cell nuclear antigen 増殖性細胞核抗原 
PLT Platelet count 血小板数 
PMDA 
Pharmaceuticals and Medical Devices 
Agency 
医薬品医療機器総合機構 
POD peroxidase ペルオキシダーゼ 
RBC Red blood cells 赤血球数 
TK Toxicokinetics トキシコキネティクス 
Tmax maximum drug concentration time 最高血中濃度到達時間 
UDS unscheduled DNA synthesis 不定期 DNA 合成 
WBC White blood cell count 白血球数 
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構造式一覧 
化合物名 化学式 
アコチアミド(Z-360) 
N-{2-[bis(1-methylethyl)amino]ethyl}-2-{[(
2-hydroxy-4,5-dimethoxyphenyl)carbonyl]a
mino}-1,3-thiazole-4-carboxamide 
monohydrochloride trihydrate 
分子式 : C21 H30 N4 O5 S・HCl・3H2O 
分子量 : 541.06 
 
 
 
 
･HCl･3H2O 
 
エチニルエストラジオール 
17α-Ethynylestra-1,3,5(10)-triene-3,17β-diol 
分子式 : C20H24O2 
分子量 : 296.40 
 
 
 
 
 
N-ニトロソ-N-エチル尿素 (ENU) 
N-Nitroso-N-ethylurea 
分子式:C3H7N3O2 
分子量:117.1 
 
 
 
 
 
 
 
